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摘要: 在本研究中,将福尔马林灭活的柱状黄杆菌菌苗 ( FKG4 )经腹腔注射免疫草鱼, 以注射灭菌 PBS作对照 ,分别

在免疫后 1、7、15和 28d, 提取受免鱼和对照鱼肝脏、脾脏和头肾 3种组织中的总 RNA并反转录成 cDNA,利用 Rea-l

tim e PCR方法对不同组织中 C-反应蛋白 (CRP )、主要组织相容性复合体 I(MHC Ñ )、肿瘤坏死因子 ( TNFA)、白介

素 1( IL-1B)、白介素 8( IL-8)、Ñ型干扰素 ( IFN Ñ )等 6种免疫相关基因的表达进行定量分析。结果发现 CRP在受

免鱼肝脏中的表达于免疫后 1、7d显著高于对照鱼,而在脾脏与头肾中的表达未出现显著差异;MHC Ñ在受免鱼 3

种组织中的表达于免疫后 1、7、15d都显著高于对照鱼; TNFA在 3种组织中的表达水平都较低, 但都于免疫后 1、7d

显著高于对照鱼; IL-1B在 3种组织中的表达于免疫后 1d都显著高于对照鱼, 但只有在头肾中的表达在免疫后 7d

时仍保持显著差异; IL-8在 3种组织中的表达都只是于免疫后 1d显著高于对照鱼; TNFA、IL-1B及 IL-8等 3种炎症

因子的基因表达在免疫后 15d都恢复到对照鱼的水平;而 IFN Ñ在 3种组织中的表达与对照组之间未出现显著差

异。结果表明, FKG 4注射免疫可以显著提高草鱼 3种组织中与抗菌免疫相关的基因表达, 从而增强鱼体抵抗细菌

性病原的免疫力。
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  鱼类的免疫反应具有与高等脊椎动物相类似的

基本特征,包括免疫识别并分解病原, 抗原提呈,特

异性免疫杀伤与清除外来物质等几个阶段
[ 1]
。在

鱼类免疫反应的不同阶段, 鱼体的免疫系统会产生

各种不同的免疫因子。在抗原识别与反应阶段,鱼

体的巨噬细胞会产生肿瘤坏死因子 A( TNFA)和白

细胞介素-1B( IL-1B), 而辅助性 T细胞会生成白细

胞介素-2( IL-2)以及干扰素 C( IFNC), IL-1B会刺激

IL-2的分泌, 而 IL-2的分泌可引起 IFNC的分泌,又

反过来增强巨噬细胞的吞噬功能
[ 2]
。另一方面,在

鱼类免疫反应的初期, 免疫因子会刺激各种免疫细

胞的增殖,例如 IL-2会刺激辅助性 T细胞与杀伤性

T细胞的增殖, 导致 B细胞的大量增殖以及抗体的

生成, 而在细菌感染被控制以后,这些免疫效应细胞

又会被抑制性 T细胞所抑制, 以免反应过度造成对

自身正常组织的伤害, 这种免疫抑制的过程同样受

免疫因子的调控
[ 3]
。因此, 鱼类免疫反应实际上是

受大量不同类型的免疫因子及其基因的表达所调控

的, 这些参与调节机体免疫反应的基因称为免疫相

关基因
[ 1]
。大量文献报道了接种细菌、病毒、寄生

虫及细菌脂多糖 ( L ipopo lysacharide, LPS)等不同免

疫原对鱼体免疫相关基因表达产生的影响。Fas,t et

al1 [ 2]报道了接种一种商用杀鲑气单胞菌 ( A ero-

monas salmonicida)菌苗后,两个不同品种鲑鱼肾脏

与肝脏中 IL-1B、TNFA及 IL-8等 3种基因的表达变

化。M cbeath, et al1 [ 3]则报道了用传染性胰脏坏死

病毒 ( IPNV ) 和传染性鲑贫血病毒 ( ISAV )感染大西

洋鲑 ( Salmo salar )后, 鱼体肾脏中 Mx、Ñ和 Ò 型

IFN、C型 IFN 诱导蛋白 ( CIP )、IL-1B、TNFA等多种

基因的表达变化。 S igh, et al1 [ 4]则检测了受多子小

瓜虫 ( Ichthyoph thirius multif iliis )感染后虹鳟 ( On-

corhynchusmyk iss)皮肤中 IL-1B、TNFA、IL-8及 Ò型
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IL-1受体 ( IL-1R Ò )等 4种基因的表达变化。此

外, Goetz, et al1 [ 5]还对经大肠杆菌 ( E scherichia coli)

LPS刺激后虹鳟巨噬细胞中各种免疫相关基因的表

达进行了分析。这些研究进一步促进了人们对鱼体

免疫反应机理的认识。

鱼类柱形病是一种在世界范围内发生的、危害

鱼类品种众多的细菌性疾病
[ 6]
。在中国, 由柱状黄

杆菌 (F lavobacterium columnare )感染导致的细菌性

烂鳃病,几乎危害所有的淡水养殖品种, 尤以草鱼

(C tenopharyngodon idellus)为甚, 每年因发生细菌性

烂鳃病而造成的经济损失十分巨大
[ 7]
。针对该病

病原所进行的免疫学研究资料还很缺乏, 已有的资

料表明,柱状黄杆菌外膜蛋白与脂多糖对鳜 ( S ini-

p erca chua tsi)具有强免疫原性
[ 8]
, 注射接种酚灭活

的柱状黄杆菌可以有效提高鳜外周血白细胞的吞噬

活性
[ 9]
, 注射接种福尔马林灭活的柱状黄杆菌 G4

( FKG4 )显著提高草鱼脾脏和头肾中 IgM与 IgD的

基因表达 ( L iu, et al1未发表 )。注射接种 FKG 4对于

草鱼免疫相关基因表达的影响,尚未见报道。

本研究以 NCB I数据库中已有的草鱼 CRP、

MHC Ñ、TNFA、IL - 1B、IL - 8及 IFN Ñ等 6种免疫

相关基因 cDNA序列为模板设计引物, 采用 Real

time PCR技术,定量分析了用 FKG4接种后,草鱼肝、

脾、头肾中上述 6种免疫相关基因的表达变化。

1 材料与方法

111 细菌的培养及实验鱼  菌株 F1columnare G4

由中国科学院水生生物研究所提供。该菌的培养条

件及培养基配方参考文献 [ 10 ]。用于本研究的草

鱼购自湖北省水产科学研究所基地, 所有草鱼放在

实验室自动充气水循环系统中人工饲养两周, 水温

保持 ( 25 ? 1) e ,每日投喂约 1%鱼体体重的人工配

合饲料。选取体表健康、体重为 25) 30g的草鱼,分

别置于两个体积约为 150L的圆柱形水缸中饲养,每

缸放 40尾, 饲养条件同前。

112 FKG4的制备及免疫注射  取 25e 振荡培养

48h后的 100mL 细菌培养液, 11000r /m im 离心

10m in,沉淀用灭菌磷酸缓冲液 ( PBS, pH712)清洗三
次,用含 110%福尔马林的 PBS重新悬浮,室温下放

置 24h。灭活后的细菌悬浮液再次以 11000r /m im

离心 10m in,用灭菌 PBS清洗两次以去除福尔马林,

最后用灭菌 PBS稀释到约 110 @ 108 ce lls/mL, 制备

好的 FKG4菌苗置于 4e 冰箱备用。
免疫注射前,将 FKG4菌苗取出升温到室温,两

组实验鱼用 MS222溶液 ( 1mg /L )麻醉, 其中一组作

为免疫组,每尾草鱼经胸鳍下注射 011mL的 FKG 4,

另一组则每尾注射同等剂量的灭菌 PBS作为对照

组。

113 总 RNA提取及第一链 cDNA合成  用 TR Izo l

( Inv itrogen)试剂, 分别于免疫注射后 1、7、15和 28d

提取免疫组 (各 5尾 )草鱼肝脏、脾脏及头肾三种组

织中的总 RNA (对照组 5尾,于注射后 7d提取 ), 并

用无 RNase活性的 DN ase( Takara) 处理以去除其中

的基因组 DNA。纯化后的总 RNA ( 2Lg )用 Pow er-

script Ò 反转录酶 ( C lontech ) 反转录成 cDNA,

cDNA合成反应的最终体积为 20LL。所有 cDNA样

品保存于 - 20e ,以备 rea l tim e PCR检测时使用。

114 Rea-l tim e PCR  采用 Prim er Prem ier 510软
件设计用于 Rea-l time PCR中的引物 (表 1), 引物设

计所依据的基因模板序列均来源于 NCB I DNA数据

库, 各基因 NCB I登录号分别为 CRP ( B028455)、MHC

( AY391782)、TNFA( EU 047718)、IL-1B( EU047716)、

IL-8 ( EU047717 )、 IFN Ñ ( AB196166 )、 B-actin

(M 25013)。各基因的 PCR产物用 DNA胶提纯试剂

盒 (Q iagen)进行纯化后,克隆进入载体 pTA2 ( Taka-

ra) ,克隆产物经测序后确认克隆成功。质粒 DNA用

质粒微量纯化试剂盒 ( Q iagen)进行纯化,用于制作标

准浓度曲线 (曲线的斜率应在 - 316与 - 312之间,相
关系数应大于 0196) , cDNA质粒溶液的浓度以 OD260

光密度下进行测定, 相应的基因拷贝数按 1Lg的

1000bp DNA约等于 911 @ 109分子的公式进行换

算
[ 11]
。

定量的 rea-l tim e PCR 在 Chromo4 R ea-lT ime

(M J Research) 上进行, 所用反应试剂为 R ea-l time

PCR M asterM ix ( Toyobo )。在总体积为 20LL的反

应液体中,含有 10LL的反应混合液, 210LL的模板
cDNA, 712LL的无菌水以及各 014LL的正向与反向
引物 (引物的浓度为 10Lmo l/L )。反应的条件如

下: 95e 变性 4m in; 95e 30s, 58e 25s, 72e 30s, 反

应 40个循环; 72e 5m in结束。以每次反应结束后

进行的扩增产物的熔解曲线分析来确认该产物是否

单一,最后分别利用各特异基因的标准曲线算出样

品中的基因拷贝数。

115 数据分析  各特异性免疫相关基因的表达以

其与 B-actin的比值进行统计分析。所有数值均为

平均值 ?标准差。免疫组与对照组之间特异性基因

表达的差异用 SPSS软件 ( 1115)中的单向方差分析
法 (ANOVA)进行分析, p < 0105为显著性差异。
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表 1 Real tim e PCR中所用引物

T ab11 Prim ers used in rea l t im e PCR

引物名

Prim er

引物序列

Sequen ce ( 5c) 3c)

退火温度

Annealing temp erature

( e )

扩增片段大小

Am p licon size ( bp)

NCB I登陆号

Access ion number

B-ac tin-F CCTTCTTGGGTAGGAGTCTTG 58 221 M 25013

B-ac tin-R AGAGTATTTACGCTCAGGTGGG

CRP-F GTGTGGATGACAATGTGTGTGAAG 60 132 AB028455

CRP-R AGGAACCGTATGTGCCAAAGGGAA

MHC Ñ -F CCTGGCAGAAAAATGGACAAG 58 271 AY391782

MHC Ñ -R CCAACAACACCAATGACAATC

TNFA-F TGTGCCGCCGCTGTCTGCTTCACGCT 60 291 EU 047718

TNFA-R GATGAGGAAAGACACCTGGCTGTAGA

IL-1B-F GGAGAATGTGATCGAAGAGCGT 60 448 EU 047716

IL-1B-R GCTGATAAACCATCCGGGA

IL-8-F AGGTCTGGGTGTAGATCCACGCTG 58 137 EU 047717

IL-8-R TTAGTGTGAAAACTCACATGATCTCT

IFN Ñ -F GGTGAAGTTTCTTGCCCTGACCTTAG 60 173 AB196166

IFN Ñ -R CCTTATGTGATGGCTGGTATCGGG

2 结  果

211 CRP在各组织中的表达
免疫组草鱼肝脏中 CRP的表达于免疫后 1d即迅

速上升了近 10倍,直到免疫后 7d仍显著性高于对照

组 (图 1A ),表达的最高峰值出现在免疫后 1d,其后随

着时间的推移其表达逐步下降。与肝脏相比, 草鱼脾

脏和头肾中 CRP的结构性表达相对较低 (其平均值均

低于肝脏的 110% ),且免疫后在两种组织中的 CRP表

达与对照组之间未出现显著性差异 (图 1B)。

212 MHC Ñ在各组织中的表达

MHC Ñ在草鱼 3种组织中的表达变化 (图 2)。

草鱼在免疫后 1d,其 3种组织中的 MHC Ñ表达即

显著性高于对照组, 到免疫后 7d达到最高峰, 至免

疫后 15d有所下降,不过仍显著高于对照组,至免疫

后 28d,与对照组之间无显著差异。受免鱼 3种组

织中, 以脾脏中的 MHC Ñ表达峰值为最高, 头肾其

次, 肝脏最低。

213 TNFA在各组织中的表达

TNFA在草鱼 3种组织中的表达水平都相对较低

(图 3)。免疫后 1d, TNFA在鱼体 3种组织中的表达都

迅速升高,显著高于对照组,直到免疫后 7d,它们与对

照组之间仍保持显著差异,至免疫后 15d与 28d, 3种组

织中的表达都随着时间的推移而下降,且与对照组之



6期 刘  毅等: 福尔马林灭活柱状黄杆菌对草鱼免疫相关基因表达的影响 797  

间无显著性差异。受免鱼 3种组织中, 以脾脏中的

TNFA表达峰值为最高,头肾其次,肝脏最低。

214 IL-1B在各组织中的表达

IL-1B在草鱼 3种组织中的表达变化 (图 4)。

由图 4可以看出,免疫后 1d, 3种组织中的 IL-1B表

达都明显上升, 显著性高于对照组, 然而至免疫后

7d, 除头肾中的表达继续保持与对照组之间的显著

差异外,其他两个组织中的表达又迅速下降到与对

照相当的水平。受免鱼 3种组织中, 脾脏的 IL-1B

表达峰值最高,头肾其次, 两种组织中的 IL-1B表达

峰值皆远高于肝脏。

215 IL-8在各组织中的表达

IL-8在草鱼 3种组织中的结构性表达水平十分

接近 (图 5)。免疫后 1d, 免疫组草鱼 3种组织中的
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IL-8表达都明显上升,并显著性高于对照组,至免疫

后 7d,各组织中的表达又迅速下降至与对照组草鱼

相当的水平。受免鱼 3种组织中, 头肾与肝脏中的

IL-8表达峰值比较接近,且皆高于脾脏。

216 IFN Ñ在各组织中的表达
IFN Ñ在 3种组织中的结构性表达水平较低,

都低于 B-actin的 5j (图 6)。免疫组草鱼 3种组织

中的 IFN Ñ表达变化幅度都很小, 在免疫后 1、7、

15、28d所检测的相对比值与对照组之间都无明显

差异。受免鱼 3种组织中,以头肾中的 IFN Ñ表达

峰值稍高,脾脏其次, 肝脏稍低。

3 讨  论

硬骨鱼类是低等的脊椎动物, 它不仅拥有较强

的先天免疫力,而且和哺乳类、鸟类等高等脊椎动物

一样, 能够产生获得性免疫。研究资料表明,硬骨鱼

类的免疫系统中,既含有识别抗原所必需的抗原受

体 (包括膜抗体和 T细胞受体 ) ,也含有抗原提呈所

需的主要组织相容性复合体分子, 因而利用免疫的

手段提高鱼类的获得性免疫力以防治鱼病是可行

的
[ 12]
。另一方面,鱼体先天免疫系统中的细胞对于

激活获得性免疫反应所起的作用是非常关键的因

素,这些细胞所分泌的致炎细胞因子,有吸引炎性细

胞和抗原提呈细胞的作用, 后者则会分泌大量的具

免疫调节功能的细胞因子
[ 13]
。已经证实接种 FKG4

可以显著提高草鱼脾脏与头肾中 IgM与 IgD的表

达, 表明其对草鱼的获得性免疫力有上调作用 (未

发表 ) ,本文则首次报道了接种 FKG 4对草鱼肝脏、

脾脏和头肾中 CRP、MHC Ñ、TNFA、IL-1B、IL-8及

IFN Ñ等 6种免疫相关基因表达的影响。

作为一种典型的急性反应蛋白, CRP由动物的

肝脏产生,在很多动物种类甚至是无脊椎动物体内

被发现。当人类和大多数动物遭受组织损伤、病原

菌感染或发炎时, 最早出现在血浆的蛋白质就是

CRP
[ 14]
。CRP的生物学功能十分广泛,包括在 Ca

2+

的存在下,识别和沉淀细菌胞壁中的 C-多糖并通过

经典途径激活补体系统
[ 15 ]
,以及与自身的或外源的

毒性物质结合等
[ 16]
。人体 CRP的变化常作为一项

生理指标,被用来评价人体的生理状况
[ 17]
, 以及是

否与某种特定的疾病相联系
[ 18]
。鱼体 CRP的变化

则通常作为反应免疫状况的指标, 被用来评价各种

环境因素对鱼体健康所造成的影响。Pau,l et al1[ 19]

发现将厚唇鲃 (Catla catla ) 浸于含镉或汞的溶液中

12) 24h, 鱼体外周血中 CRP水平上升了 218) 315
倍。 S inha, et al1 [ 20]也发现将南亚野鲮 (Labeo rohi-

ta)浸于非致死浓度下的酚溶液中, 其血清中的 CRP

水平提高了 3) 5倍。Liu, et al1 [ 21]则证明注射松节
油后 1) 14d内,虹鳟的外周血及肝脏、头肾和脾脏

中的 CRP表达显著降低。本研究发现, 经 FKG 4注

射免疫后 1d, 草鱼肝脏中的 CRP基因表达即迅速上

升了将近 10倍, 而脾脏与头肾中 CRP基因表达则

未见显著变化。

经过抗原提呈细胞加工后的抗原会结合到细胞

膜上的 MHC Ñ或Ò分子, 一般来说, 由细胞内病原

降解所产生的内源性多肽会结合到 MHC Ñ类分子
上, 被提呈给细胞毒性 T细胞, 而来源于细胞外的

抗原多肽则会结合到 MHC Ò类分子上, 并被提呈

给辅助性 T细胞
[ 22 ]
。鱼类的 MHC Ñ和 Ò分子自

20世纪 90年代后在多种鱼类被克隆
[ 23, 24]

, 但迄今

为止对它们的功能及表达调控还知之甚少。在基因

水平,MHC Ñ在所有的有核细胞中表达, 并有可能

受温度、颗粒性抗原 (如病毒, 细菌等 )以及内源性

可溶蛋白 (如细胞因子、生长因子等 )的影响
[ 25) 27]

。

Takano, et al1[ 28]发现通过肌肉注射一种抗病毒的
DNA疫苗免疫牙鲆 (Paralichthys olivaceus ), 在免疫

后 1d和 7d,鱼体的MHC Ñ A、Ò A、Ò B及 TCR-A等

免疫相关基因的表达都至少比对照鱼升高了两倍。

本研究的结果显示, 经 FKG4腹腔注射免疫后, 草鱼

肝脏、脾脏与头肾中的 MHC Ñ基因表达都快速上
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调,从免疫后 1d开始显著高于对照鱼, 并保持到免

疫后 15d,表明注射 FKG4能使草鱼的抗原提呈能力

得到增强,从而激活鱼体的获得性免疫力。遗憾的

是,草鱼MHC Ò序列尚未被克隆,无法检测到 FKG4

对草鱼体内 MHC Ò基因表达的影响。
单核吞噬细胞 (M C)分泌的 TNFA、IL-1B及 IL-

8, 是引起炎症反应、抵抗细菌感染的 3种主要介质,

其中, TNFA与 IL-1B主要由细菌 LPS诱导, 是炎症

反应的第一介质, 而 IL-8则由 LPS或 TNFA和 IL-

1B刺激单核细胞产生,是炎症反应的第二介质
[ 29 ]
。

对虹 和鲤鱼 (Cyp rinus carp io )的研究表明, 鱼体

TNFA及 IL-1B的基因表达同样会被细菌 LPS诱导

产生
[ 30, 31]

。Fas,t et al1 [ 2]用杀鲑气单胞菌菌苗通过
腹腔注射免疫幼龄大麻哈鱼 (Oncorhynchus keta ),免

疫 24h后, 鱼体肾脏和肝脏中 IL-1B、TNF-A及 IL-8

等基因的表达都显著高于对照鱼。 S igh, et al1
[ 4]
则

检测了经多子小瓜虫感染 4d后的虹鳟皮肤、头肾及

脾脏中 IL-1B、TNF-A、IL-8及 IL-1R Ò ( IL-1受体 Ò )

等细胞因子的基因表达,发现除了 IL-1RÒ的基因表
达下调外,另外 3种基因的表达都显著上调。本研

究中, 经 FKG4免疫后 1d,草鱼肝脏、脾脏与头肾中

的 TNFA、IL-1B及 IL-8基因表达都显著高于对照

鱼,直到免疫后 7d, 3种组织中 TNFA的表达及头肾

中 IL-1B的表达还明显高于对照鱼, 表明草鱼的免

疫系统已经对进入体内的 FKG4产生了强烈的炎症

反应, 这对于增强鱼体免疫力, 最终清除外来的细菌

性病原是十分必要的。

近年来对鱼类 IFN的研究取得明显的突破, Ñ

型 IFN和 C型 IFN分别在几种鱼类中得到克隆,而

且人们发现鱼类的 Ñ型 IFN与高等脊椎动物之间

存在高度的相似性
[ 32]
。 Ñ型 IFN 与 C型 IFN 都由

病毒感染所诱导,且具有抑制病毒复制的生物学活

性,不同之处在于,前者是在病毒感染早期由单核吞

噬细胞产生,而后者则是机体发挥免疫作用之后由

病毒抗原刺激致敏的 T 淋巴细胞所产生
[ 29 ]
。

M cBeath, et al1[ 3]发现分别用传染性胰腺坏死病毒
( IPNV )和传染性贫血病毒 ( ISAV )进行腹腔注射免

疫 6d后,大西洋鲑肾组织中的 Ñ型 IFN与 C型 IFN

的表达都大幅上升,而对鱼体 TNFA的表达无影响。

本研究则发现, 用 FKG4免疫后, 草鱼体内 TNFA的

表达明显上调, Ñ 型 IFN的表达则未能检测到显著

变化, 表明鱼体对细菌和病毒两种病原物质的免疫

反应不同,注射免疫 FKG4对草鱼抵抗病毒感染的免

疫力影响不明显。

参考文献:

[ 1 ]  Kono T, Ponpornp is itA, Saka iM1The analys is of exp ressed genes

in head k idney of comm on carpCyprinu s carp io L1 s tim u latedw ith

pep tidoglycan [ J]1Aqua cu lture, 2004, 235: 37) 52

[ 2 ]  FastM D, John son S C, Jones S R M1D ifferent ial expression of

the p ro-in flamm atory cytok ines IL-1B-1, TNFA-1 and IL-8 in vac-

cinated p ink (Oncorhynchus g orbuscha ) and chum ( Oncorhyn-

chus keta ) salm on juven iles [ J ]1F ish Sh ellf ish Imm unol, 2007,

22: 403) 407

[ 3 ]  M cBeath A J, Snow M, S ecombesC J, et al1ExpressionK inet ics of

interferon and in terferon-induced gen es in A tlant ic salm on ( Sa l-

m o sa lar ) follow ing infect ion w ith in fectious pan creatic n ecros is

virus and infect ious salm on anaem ia virus [ J] 1F ish Shel lf ish Im-

m unol, 2007, 22: 230) 241

[ 4 ]  S igh J, L inden str«m T, Buchm ann K1Express ion of p ro-in flamm a-

tory cytok in es in rainbow trou t (Oncorhynchus mykiss) during an

in fect ion w ith Ich thyoph th irius mu ltif ili is [ J ] 1F ish She llf ish Im-

m unol, 2004, 17: 75) 86

[ 5 ]  Goetz F W, Iliev D B, M cC au ley L A R, e t a l1Analys is of genes

isolated from lipopolysaccharide-st imu lated rainb ow trout ( On-

corhynchus m ykiss) m acroph ages [ J] 1M ol Imm unol, 2004, 41:

1199) 1210

[ 6 ]  Plum b J A1H ealth ma intenan ce and principalm icrob ia l d iseases

of cu ltu red f ishes [ M ] 1Am es, IA: Iow a S tate Un iversity

Press11999, 184) 189

[ 7 ]  Sun B J, N ie P1Outer m emb rane protein and lipopolysaccharide of

Cytophaga colum na ri s and their immunogen icity to the m andarin

fish, S in iperca chua tsi [ J ]1ActaH ydrobiolog ica S inica, 2001, 25:

524) 527 [孙宝剑,聂品.柱状嗜纤维菌的外膜蛋白和脂多糖

及其对鳜的免疫原性.水生生物学报, 2001, 25: 524) 527]

[ 8 ]  C hen C F, L i J, Kusuda R1S tud ies on eff iciency of imm ersion im-

mun ity against bacterial gill rot d isease in grass carp ( C tenopha-

ryngodon id ellu s) [ J] 1Journa l of H uazh ong Agricu ltu ral Un iver-

si ty, 1996, 15: 257) 262 [陈昌福,李静,楠田理一.浸泡免疫

预防草鱼细菌性烂鳃病效果的研究. 华中农业大学学报,

1996, 15: 257) 262 ]

[ 9 ]  Chen C F, Sh iW Z, L i J, et al1A prelim inary study on the im-

mune respon se agains tCy tophaga colum na ri s ofm andarin fish (S i-

n iperca chua tsi B1 ) [ J] 1Journa l of H uazh ong Agricu ltura l Un i-

versity, 1995, 14: 377) 380 [陈昌福,史维舟,李静,等.柱状嗜

纤维菌免疫反应的初步研究.华中农业大学学报, 1995, 14:

377) 380]

[ 10]  L iu Y, X ieH X, Ch ang M X, et al1 Immunologic enhan cem en t of

F lavobacterium columnare exopolysaccharide in grass carp, C teno-

pha ryngod on id ellu s [ J] 1Journa l of F isheries of Ch ina, 2006, 30:

683) 689 [刘毅,谢海侠,昌鸣先,等.柱状黄杆菌胞外多糖对

草鱼的免疫促进作用.水产学报, 2006, 30: 683) 689]

[ 11]  Overb ergh L, G iu liett iA, Valckx D, et a l. The use of rea-l tim e re-

verse tran scrip tase PCR for the quant if icat ion of cytok ine gene ex-

pression [ J] . J B iom olT ech, 2003, 14: 33) 43

[ 12]  F letcher T C, Secombes C J. Imm unology of fish [ A ] . In: N ature



800  水   生   生   物   学   报 32卷

Encycloped ia of L ife Sciences [ M ] . London: Natu re Pub lish ing

Group. 1999, 688) 698

[ 13 ]  Fearon D T. Seek ing w isdom in innate immun ity [ J ]. Na tu re,

1997, 388: 323) 324

[ 14 ]  Iw am a G, N akan ish i T. The Fish Immune S ystem: Organ ism,

Pathogen, and E nvironm ent [ M ] . San D iego: A cadem ic Press.

1996, 63) 104

[ 15 ]  H ack C E, W olb ink G J, Schalkw ijk C, e t a l. A role for secretory

phosphol ipase A2 and C-react ive p rotein in the rem oval of in jured

cells [ J] . Imm unol Today, 1997, 18: 111) 115

[ 16 ]  Du C losT W. C-reactive protein reacts w ith the U1 sm all nuclear

ribonucleop rotein [ J]. J Immunol, 1989, 143: 2553) 2559

[ 17 ]  N iu K, H ozaw a A, Ku riyam a S, et a l. D ietary long-cha in n-3 fatty

acid s ofm arine origin and serum C-reactive protein con cent rations

are associated in a popu lat ion w ith a d iet rich in m arin e p roducts

[ J] . Am J C linN u tr, 2006, 84: 223) 229

[ 18 ]  Nettleton J A, Steffen L M, M ayer-D avis E J, et a l. D ietary pa-t

tern s are associatedw ith b iochem icalm arkers of in flamm ation and

endothelial act ivat ion in theM ult-iE thn ic S tudy ofA th erosclerosis

(M ESA) [ J]. Am J C lin Nu tr, 2006, 83: 1369) 1379

[ 19 ]  Pau l I, MandalC, M andalC. E ffect of env ironm ental pollu tants on

th e C-react ive p rotein of a freshw ater m ajor carp, Ca tla catla

[ J] . D ev Comp Immun ol, 1998, 22: 519) 532

[ 20 ]  S inha S, M andalC, A llen A K, et a l. A cute phase response of C-

reactive p rotein ofLabeo rohi ta to aquat ic pol lutan ts is accompa-

n ied by the appearance of d istin ctm olecu lar form s [ J]. Arch B io-

ch em B iophys, 2001, 396: 139) 150

[ 21 ]  L iuY C, Iw asak iT, W atarai S, et a l1E ffect of tu rpen tine oil onC-

reactive protein ( CRP ) p roduction in rainb ow trout (Oncorhyn-

chu s mykiss) [ J] 1F ish She llf ish Immunol, 2004, 17: 203) 210

[ 22 ]  M arieb E N1H uman an atom y and phys iology [ M ] 16 th ed1San

Fran cisco: Pearson Ben jam in Cumm ings12004, 185) 196

[ 23]  D ixon B, StetR JM1Th e relat ion sh ip b etw een m ajor h istocom pa-t

ib il ity receptors and innate imm un ity in teleostean f ish [ J ]1Dev

Com p Imm unol, 2001, 25: 683) 699

[ 24]  Grim holt Y, L ie O1Th e m ajor h istocom pat ib ility comp lex in fish

[ J]1R ev Sc iTech, 1998, 17: 121) 127

[ 25]  Rodrigu es P N, Dixon B, Roelofs J, et al1Expression and tem pera-

ture-dependen t regu lat ion of the beta2-m icroglobu lin ( Cyca-

B2m ) gene in a cold-b looded vertebrate, th e comm on carp (Cyp-

rinus carpio L1 ) [ J] 1D ev Immun ol, 1998, 5: 263) 275

[ 26]  Kopp ang E O, Dannevig B H, L ie ª, et a l1Expression ofMHC

class Ñ and Ò mRNA in a m acrophage- like cell l ine ( SHK-1 )

derived from At lan tic salm on, Sa lm o sa lar L1, head k idn ey [ J ].

F ish She llf ish Immunol, 1999, 9: 473) 489

[ 27]  Park K C, Osborn e J A, Tsoi S C, et al1Expressed sequen ce tags

analys is ofA t lan tic hal ibu t (H ippog lossus hippoglossu s) l iver, k id-

ney and sp leen t issues follow ing vaccination aga instVibrio angu il-

larum andA erom onas sa lm on icida [ J] 1F ish She llf ish Imm unol,

2005, 18: 393) 415

[ 28]  Takano T, Iw ahoriA, H irono I, et a l1D evelopm ent of a DNA vac-

cine aga inst h iram e rhabdovirus and an alysis of the exp ress ion of

imm une-related genes after vaccin at ion [ J]1F ish S hellf i sh Immu-

nol, 2004, 17: 367) 374

[ 29]  L iu JX, Zh eng C X1Cu rrent Imm uno logy-cellar andmo lecu lar ba-

s is [M ] 1T singhua Un iversity Press12002, 307) 316 [刘建欣,

郑昌学.现代免疫学-免疫的细胞和分子基础.清华大学出版

社 12002, 307) 316 ]

[ 30]  Laing K J, W ang T H, Zou J, et a l1C lon ing and exp ress ion analy-

s is of rainbow trou tOncorhynchus m ykiss tumour n ecros is factor-

alpha [ J] 1Eur J B ioch em, 2001, 268: 1315) 1322

[ 31] `` Fu jik iK, Sh in D H, Nakao M, et al1M olecu lar clon ing and ex-

pression analys is of carp ( Cyprinu s ca rp io) interleuk in-1 beta,

h igh aff in ity immunog lobu lin E Fc receptor gamm a subun it and

serum am yloid A [ J] 1F ish She llf ish Imm unol, 2000, 10: 229)

242

[ 32]  Rob ertsen B1Th e in terferon system of teleost fish [ J]1F ish Sh ell-

f ish Immunol, 2006, 20: 172) 191



6期 刘  毅等: 福尔马林灭活柱状黄杆菌对草鱼免疫相关基因表达的影响 801  

EFFECT OF FORMALIN INACTIVATEDFLAVOBACTERI UM COLUMNARE ON

EXPRESSION OF IMMUNE RELATED GENES IN GRASS CARP , CTENOPHARY-

NGODON IDELLUS
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( 11S ta teK ey Labora tory of Freshwater E cology and B iotechnology, In stitute ofH yd robiology, Ch ineseA cademy of Sciences, Wuhan 430072;

21College of L ifeS cience, J iangx iNormal University, N anchang  330022)

Abstract: Immune responses of fish are norm ally regulated by various cytok ines and their encoding genes, which are gener-

ally called mi mune related genes1Express ions of d ifferent mi mune related genes of fish w ere previous ly proved to be effec-
ted by vaccinat ion w ith various pathogens, including bacteria, viruses, parasite, and so on1 In the present study, the expres-

sions of s ix mi mune related genes in liver, spleen and head kidney of grass carp, i1e1C- reactive protein ( CRP) , major h is-
tocompability complex I (MHC I) , tumor necros is factor A (TNFA) , in terleukin-1B ( IL-1B), interleuk in-8 ( IL-8) and

interferon I ( IFN I) asw el,l w ere quantified using quantitative rea-l tmi e polym erase chain reaction at 1, 7, 15 and 28 days

post intraperitoneal injection ( dpi) w ith formalin killed F lavobac terium columnare G4 ( FKG4 ) , respectively1Contro l fish

w ere in jected intraperitoneally w ith sterile phosphate buffer solution ( PBS) 1The gene express ion of CRP in liver of grass

carp w as detected at a higher level than that in either spleen or head k idney o f fish, andw as elevated significantly by vacc-i

nat ion w ith FKG4 at 1 and 7 dp,i w ith the highest express ion be ing observed at 1 dpi1By contrast, the gene express ion o f
CRP in e ither spleen or head kidney of fish was detected at a relative ly low leve,l w ith no significant difference be ing ob-

served between vacc inated and contro l fish at a ll four detected tmi e points1Significant higher gene expression ofMHC Iw as

observed at 1, 7 and 15 dpi in all three detected tissues o f vaccinated fish when compared w ith control fish, while its gene

expression at 28 dpi show ed no s ignificant difference betw een vacc inated and contro l fish1Gene express ion ofTNFA in all

three detected tissues of fish w as detected at a quite low leve,l w ith a significant h igher gene express ion being observed at

1 and 7 dpi in detected t issues o f vaccinated fish compared w ith control fish, and its gene express ion in three tissues of vac-

cinated fish at 15 and 28 dpi are at the same level as that of control fish1Gene express ions o f IL-1B in liver and spleen o f

vaccinated fish w ere s ign ificantly enhanced at 1 dpi and then down-regu lated to contro l level at 7, 15 and 28 dp,i wh ile its

gene expression in head k idney was significantly elevated at 1 and 7 dpi and then decreased to control level at 15 and 28

dp i1Gene express ions of IL-8 in three tissues of vaccinated fish were significantly up regu lated at 1 dp,i and then down reg-

ulated to contro l expression level in all detected tissues at 7, 15 and 28 dp i1H ow ever, the gene expression of IFN I, on the

other hand, d id not change signif icantly in a ll three detected tissues of vaccinated fish at four tmi e po ints, although a slight

increase of gene expression of IFN I in these t issuesw as also noticed at 1, 7 and 15 dpi1 It is suggested that vaccinat ion o f
FKG4 be rather effective on increas ing express ions of mi mune related genes in grass carp, which are ma inly related to the

fish mi mun ity aga inst infection of bacterial pathogen1

K ey words:F lavobacterium colum nare; Ctenopharyngodon idellus; Imm une related genes; Real tmi e PCR; Gene express ion


